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VECTEURS ADENOVIRAUX POUR LA THERAPIE GENIQUE 

5 

La presence invention concerne en premier lieu de nouveaux vccteurs 
adenoviraux destines au transfert de genes d'interet dans une cellule ou un 
organisme bote permettant de minimiser le probleme de formation de virus 
rcplicatifs lors de leur propagation dans une cellule de complementation. EUe 

10 a egalemeni pour objet les cellules botes et particules virales mfectieuses 
contenant ces nouveaux vecteurs ainsi qu'une methode pour preparer ces 
dernieres, L'invention presente un interet tout particulier pour des perspectives 
de iherapie genique, notamment chez Thomme. 

La possibilite de traiter les maladies humaines par therapie genique est 

15 passee en quelques annees du stade des considerations theoriques a celui des 
applications cliniques. La grande majorite des protocoles decrits jusqu'a present 
met en ocuvre des vecteurs viraux pour transferer et exprimer le gene 
iherapeuttque dans les cellules a traiter, A ce jour, les vecteurs retroviraux sont 
parmi les plus unlises du faitde la simpliciie dc leur genome. Cependant. outre 

20 leur capacite restreinte de clonage, ils presentent deux inconvenients majeurs qui 
Itmitent leur utilisation systematique : d'une part, ils infectent majoritairement 
les cellules en division et d'autre part, du fait de leur integration au hasard dans 
le genome de la cellule bote, le risque de mutagenese insertionnelle n'est pas 
negliceable. C'est pourquoi. de nombreuses equipes scieniifiques se sont 

25 attachees a developper d'autres vecteurs de therapie genique. 

A cet egard. les adenovirus offrent plusieurs avantagcs qui en font des 
vecteurs de choix pour une grande variete d'applications. En effct, ils infectent 
de nombreux types cellulaires, sont non-iniegratifs, peu paihogencs et peuvent 
se rcpliquer dans les cellules en division ou quiescentes. A titre indicatif, leur 

30 genome est consiitue d'une molecule d'ADN lineaire et bicatcnaire d'environ 
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10 



36 kb poriani plus d'unc trentame de genes, a la fois des genes precoces 
necessaires a la replication virale et des genes tardifs dc structure (voir Figure 
1). Les genes precoces sont repariis en 4 regions dispersees dans le genome 
adenoviral (El a E4 ; E pour early signifiant precoce en anglais). Elles 
component 6 unites transcriptionnelles qui possedent leurs propres promoteurs, 
respectivement El A» ElB. E2B, E2A, E3 et E4 lorsque Ton parcourt le genome 
adenoviral dans le sens 5' vers 3', Les regions El, E2 et E4 sont essentielles a 
la replication virale alors que la region E3 impliquee dans la modulation de la 
reponse immunitaire anii-adenovirus chez Thote ne Test pas. 

Les genes tardifs (LI a L5 ; L pour late signifiant tardif en anglais) 
recouvrent en partie les unites de transcription precoces et sont, pour la plupart, 
transcrits a partir du promoteur majeur tardif M LP (pour Major Late Promoter 
en anglais). Ce promoteur permet la synthese d'un long transcrit primairc qui 
est ensuite mature en une vingtaine d'ARN messagers (ARNm) a partir desquels 
15 sont produites les proteines capsidaires du virion. Lc gene codant pour la 
proteine structurale IX composant la capside est situe a rexiremiie 5* du 
genome adenoviral et recouvre Textremite 3' de la region precoce ElB. L'unitc 
transcriptionnelle de ia proieinc IX utilise le meme signal de terminaison de la 
transcription que I'unite iranscriptionelle ElB. 
20 Les vecteurs adenoviraux recombinants utilises a des fms dc therapie 

genique sont deficients pour la replication afin d'eviier teur dissemination dans 
Tenvironnement et Torganisme hote. D'une maniere generale, ils'deriveni du 
oenome d'un adenovirus par deletion de la majorite de la region El et certains 
comportent des deletions supplementaircs au niveau des regions E2, E3 et/ou E4 
25 afin d'accroitre leur capacite de clonage ou reduire les problcmes 
d'lnnammation lies a I'expression des genes viraux restanis. Les genes d'lnteret 
sont introduus dans I'ADN viral a la place de Tune ou I'autre region deletee. 
lis ne peuvent eire propages que par trans-complcmentation des fonciions 
adenoviraies pour lesquelles ils sont deficients. A I'heure aciuelle, les seules 
30 lic^nees ceilulaires de complementation utilisables sont la lignee 293 (Graham et 
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al., 1977, J. Gen. Virol. 36, 59-72) coinplementant la fonction adcnovirale El 
ou des lignees derivaiu de cette derniere aptes a trans-completnentcr plusieurs 
fonctions adenovirales El et E4 (Yeh et al., 1996, J. Virol. 70, 559-565 ; Wang 
et al., 1995, Gene Therapy 2, 775-783 ; Krougliak et Graiiain, 1995, Human 
5 Gene Therapy 6, 1575-1586) ou El et E2 . 

La lignee 293 a eie obtenue par integration dans une cellule de rein 
embryonnaire humain de i'extremite 5' du genome de I'adenovirus de type 5 
(Ad5) et contient des sequences qui se trouvent aussi dans le vecteur 
recombinant defectif et qui lui sont indispensables comme I'lTR 5', la region 

10 d'encapsidation et les sequences codant pour la proteine IX (la partie 3' de la 
region ElB mtegree dans les cellules 293 nc pcrmet pas la syntiiese d'unc 
proteine IX fonctionnelle d'ou Tobligation de conserver le gene IX dans les 
vecteurs). Ceci a pour consequence la production de particules virales 
replicatives (RCA) generees par recombinaison entre les sequences adenovirales 

15 du vcctcur et cetles du genome cellulaire. Deux evenements de recombinaison 
au niveau de I'lTR 5' ou la sequence d*encapsidation et les sequences IX 
suffisent a generer un virus sauvage competent pour la replication. 

La formation de ces particules virales replicatives consiituc un obstacle 
majeur a I'utilisation des vecteurs adenoviraux en therapie gemque. D'une part 

20 du point de vue du concept car il n'est pas envisageable d'administrer une 
panicule capable de se disseminer dans I'organisme ou Tenvironnement. Et 
d autre part, du point de vue de leur production, car il est necessaire de limiter 
le nombre de generations lors de la culture de la lignee dc complementation 
transfcctee par le vecteur adenoviral, pour eviier au maximum I'apparuion des 

25 particules virales replicatives d'ou la difficuhe d'obtenir des preparations ayani 
un litre viral eleve. On imagine aisement les difncultes susceptibles d'etre 
rencontrees lors de la production de lots cliniques non contamines par une 
particute RCA. 

Le but de la presente invention est precisement de meitre a la disposition 
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du public des vecieiirs adeiioviraux plus surs ininimisaiu le risque de production 
de particules virales replicatives tout en permeiiant le transfen ct rexprcssioti 
de genes ihcrapeutiqucs. On a maintenant construu de nouveaux vecteurs 
adenoviraux recombinants deletes des regions El et E3 dans lesquels la sequence 
5 codant pour la proteine IX est integrec a la place dc la region E3. Ainsi, en cas 
de recombinaison entre les sequences IX homologues presences dans le vecteur 
et la lignee 293, on favorisera la production d'unc particuie viralc non 
fonctionnelle pour la region E2 incapable de replication auionome. 

Les vecteurs adenoviraux de la presente invention proposent une solution 

10 avantageuse aux inconvenients inherents a Tucilisaiion des vecteurs de Tart 
aaterteur. En effct, ils peuvent etre propages dans les cellules de 
complementation conventionnelles derivees de la lignee 293 avec un titre plus 
eleve compatible avec les besoins industriels et les risques de formation de 
particules virales replicatives sont reduits. lis sont tout particolierement adaptes 

15 a la therapie genique humaine. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objei un vecteur adenoviral 
dclcctif pour la replication capable d'etre replique dans une cellule de 
complementation, qui derive du genome d'un adenovirus et comprcnant une 
sequence homologue a unc sequence integree dans ladite cellule de 

20 complementation, caractertse en ce qu'une partie au moms de ladiie sequence 
homologue est deplacee dans ledit vecteur adenoviral de maniere a etre locallsee 
a un endroit different de son positionnement naturel dans tedit genome 
adenoviral. 

Un vecteur adenoviral selon I'invention peut deriver d'un adenovirus 
25 d'origine humaine, canine, aviaire, bovine, murine, ovine, porcine ou simicnnc 
ou encore d'un hybride comprenant des fragments dc genome adenoviral dc 
differcntes origines. On peut citer plus particuliercment les adenovirus CAV-1 
ou CAV-2 d'origine canine, DAV d'origine aviaire ou encore Bad de type 3 
d ongine bovme (Zakharchuk et al., 1993, Arch, Virol., 128. 171-176 ; Spihcy 
30 et Cavanagh, 1989, J. Gen. ViroL, 70, 165-172 ; Jouvcnnc ec ai., 1987, Gene, 
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60, 21-28 ; Mittal et al., 1995, J. Gen. Viroi., 76, 93-102). Cependaiit, on 
preferera u[) vecteur adenoviral derive d'un adenovirus humaiii, de preference, 
de serotype C ei, dc maniere tout a fait preferec, dc type 2 ou 5 (Graliam et 
Prevect, 1991. Methods in Molecular Biology, vol 7, p 109-128 ; Ed : I£.J. 
5 Murey, The Hunnan Press Inc.). 

Au sens de la presenie invention, un "vecteur adenoviral dcfectif pour 
la replication" designe un vecteur incapable de replication autonome dans une 
cellule bote. Generaiement, un tet vecteur est obtenu a partir d'un adenovirus 
done le genome a ete inodifie de maniere a rendre non fonctionnels un ou 

10 plusieurs genes viraux esscntiels a sa replication. Ces modifications peuvcnt etre 
diverses (deletion, mutation et/ou addition d'un ou plusieurs nucleotides) et 
localisees dans les regions codantes du genome viral ou en dehors de celles-ci, 
par exemple dans les regions promotrices. La propagation d'un tel vecteur est 
effecDjee dans une cellule de complementation capable de fournir eu trans la ou 

15 les fonction(s) defectueuse(s) c'est a dire de produire les proteines precoces 
ei/ou uirdives necessairesa la constitution d'une particule virale mfectieuse. Par 
"particule virale mfectieuse", on entend une particule viralc ayant la capaciie 
d"inlec[er une cellule bote et d'y faire penetrer Ic genome viral. 

A titre illustraiif, un vecteur adenoviral preferc selon I'inveniion est 

20 depourvu de la majorite de la region El a I'exception des sequences recouvrant 
I 'unite cranscriptionnelle du gene codant pour la protcrinc IX qui ne peut etre 
complementee par la lignee 293. II peut etre depourvu. de maniere optionnelle, 
dc la region E3. Cependant, selon un mode avantagcux, on prefere conserver 
la partie de la region E3 codant pour la proteine gpi9k (Gooding ct Wold, 

25 1990. Critical Reviews of Immunology 70, 53-71) placce sous Ic controle de son 
propre promoteur ou d'un promoteur heterologue conventionncl. Bien ciucndu, 
un vecteur adenoviral selon Tinvention peut comprendre des deletions ou 
mutations supplementaires de tout ou partie d'autres genes viraux, notamment 
au sein des regions E2, E4 et/ou L1-L5 (voir par exemple la demande 

30 Internationale WO 94/28152). Pour illuster ce point, on peut citer la mutation 
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tliennosetisible affectani Ic gene DBP (pour DNA Binding Protein en anglais) 
de la region E2A (Enstnger et a!., 1972, J. Virol. 10. 328-339). Unc autre 
variante ou une connbinaison interessanie consisie a deleter la region E4 a 
I'excepiion des sequences codant pour les cadres de lecture ouveris (ORF) 6 et 
5 7 (ces deletions limitees ne necessiient pas de complennentaiion de la tonction 
E4 ; Kemer et aL, 1989. Nucleic Acids Res. 17, 3037-3048). On aura alors 
recours a des lignees de complementation adaptees aux deficiences du vecteur 
adenoviral selon Tinveniion, comme la lignee 293 pour complementer la 
tonction El ou les lignees derivees telles que cellcs citecs precedemment pour 
10 une double complementation. 

Un vecteur adenoviral selon I'invention est caracterise en ce qu'une 
partie ou la totaliie des sequences homologues a celies presentes dans la lignee 
de complemeniaiion est deplacee dans le genome du vecteur adenoviral de sorte 
qu'elle n'occupe plus la position initialc qu'elle a dans le genome de 
15 I'adenovirus parental dont il derive. Par partie, on entend au moins une 
ccntames de paires dc bases et de preference au moins 0,5 kb. Momologue 
signifie identique ou suffisamment homologue pour induire un evcncmcnt de 
recombinaison intermoleculaire. A titre indicatif, le degre d'homologie enire les 
sequences adenovirales presentes dans le vecteur et la lignee de complementation 
20 est superieur a 70 %, avantageusement superieur a 80 %. de preference 
superieur a 90 % et, de maniere tout a fail preferee, aux environs de 100 %. 

Un mode de realisiUion avantageux consisie a deplaccr tout ou partie des 
sequences homologues au dela d'un gene essentiel a la replication du vecteur 
adenoviral selon 1* invention. Dc preference, les sequences deplacees soni 
25 constituees par le gene codant pour ia proieine IX, et celui-ci est insere en 3' de 
la region E2, plus particulierement au sein de la region E3. Un vecteur 
adenoviral prefere est depourvu des regions El et E3 et comprend unc cassette 
d'expression d'un gene d'mieret a la place de la region 1:1 et Ic gene codant 
pour la proieine IX muni de son propre promoieur ou d'un promoicur 
30 heterologue a la place de la region E3. Selon une autre varianic, il peut etre 
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iiisere au niveau de la region E4 ou a la place de ceue dernierc. 

ConforiTiemeni aux buis poursuivis par la presente invention, un vecteur 
adenoviral selon I'lnvention permet de reduire la formation de particulcs viralcs 
replicaiivcs lors de sa propagation dans la lignee de complementation adequate, 
5 avantageusemeni d'un facteur au moins 2, de preference d'un facteur au moins 
5 et, de maniere tout a fan preferee d'un facteur au moins 10. Les techniques 
pour evaluer les particules virales replicatives dans une preparation adenovirales 
sont connues de Thomme de Tart. A titrc indicatif, on peut proceder selon le 
protocole decrit a Texemple 3. 

10 Selon un mode de realisation prefere, un vecteur adenoviral selon 

I invention est recombinant et comprend une sequence nucleotidique exogcne 
placec sous le controle des elements necessaires a son expression dans une 
cellule hote. "Sequence nucleotidique exogene" fait reference a un acide 
nuclcique qui peut etre d'une origine quelconque ct qui n'est normalement pas 

1 5 present dans le genome d'un virus parental en usage dans la presente invention. 
Dans le cadre de Tinvention, la sequence nucleotidique exogene peut-eire 
constitute d'un ou plusieurs genes et, en particulier, de gene(s) d'interet 
thcrapeutique. 

D'une mnniere generale, la sequence nucleotidique exogene peut coder 
20 pour un ARN anti-sens ei/ou un ARNm qui sera ensuite traduit en proteinc 
d'interet. Elle peut etre de type genomique, de type ADN complementaire 
(ADNc) ou de type mixte (minigene, dans lequel au moins un mtron est delete). 
Elle peut coder pour une proteine mature ou un precurseur d'une proteine 
mature, notamment un precurseur destine a etre secrete et comprcnant un 
2? peptide signal. Par ailleurs, il peui s'agir de tout ou partie d'une proteine telle 
que trouvee dans la nature (proteine native ou tronquee) ou egalement d'une 
proteine chimerique provenant de la fusion de sequences d'origines cliverscs ou 
encore mutee presentant des proprietes biologiques ameliorees ct/ou modifiees. 
De telles proteines peuvent etre obtenues par les techniques conventionnclles de 
30 biologic moleculaire. 
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Dans le cadre de ia presciue invention, il peut eirc avaniagcux 
d'unliser les genes codant pour les polypeptides suivanis: 

cytokines ou lymphokmcs (interferons cx, p ei y. nucrleukuics et 
notamment riL-2, riL-6, TIL-IO ou nL-I2, facieurs necrosani des 
5 tumeurs (TNF), facteurs stimulateurs de colonies (GM-CSF, C-CSF, 

CSF,..) ; 

recepteurs cellulaires ou nucleaires, notammeni ceux reconnus par des 
organismes pathogenes (virus, bacteries, ou parasites) ct, de preference, 
par le virus VIH (Virus de rimmunodencience llunnain) ou Icurs 

10 ligands ; 

proteines impliquees dans unc n^aladie genetique (facteur Vll, facteur 
VilL facteur IX, dystrophinc ou nninidystrophme, msuline, proteine 
CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), 
hormones de croissance (liGH) ; 

15 - enzymes (urease, renine, ihrombine....) ; 

inhtbiteurs d'enzymcs (al-antitrypsine, antithrombinc MI, inhibiteurs de 

proteases virales...) ; 

polypeptides a effet anti-tumoral capables d'inhiber au moms 
pariiellemeni Timliation ou la progression de tumeurs ou cancers (ARN 
20 anti-sens, aniicorps. inhibiteurs agissant au niveau de la division 

cellulaire ou des signaux dc transduction, produits d'expression des 
eenes suppresseurs de tumeurs, par exemple p53 ou Rb, proteines 
stimulant le systeme immunitaire....) ; 

proteines du complexe majeur d'hisiocompatibilite des classes I ou II ou 
25 proteines regulatriccs agissant sur i'expression des genes 

corrcspondants ; 

polypeptides capables d'inhiber une infection virale, bacterienne ou 
parasiiaire ou son developpement (polypeptides antigeniques ayant des 
proprietes tmmunogenes, epitopes aniigcmques, anticorps, variants 
30 trans-dominants susceptibles d'inhiber Taction d'une protemc native par 
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competition...) ; 

coxines( thymidine kinase de virus simplex de I'herpes 1 (TK-HSV-1), 

ncine, toxine cholerique. diphterique ) ou immunotoxines ; et 

marqueurs (p-galactosidase, luciferasc,...). 
5 II est a signaler que cetie lisie n'est pas limiiaiive et que d'autrcs genes 

peuvent egalement etre employes. 

Par ailleurs, une sequence nucleoiidique exogene en usage dans la 
presente invention peut, en outre, comprendre un gene de selection pcrmeiiani 
de selectionner ou identifier tes cellules transfectecs. On pcut citer ies genes neo 
10 (codant pour la neomycine phosphotransferase) conferant une resistance a 
rantibiotique G418, ^////r (Dihydrofolate Reductase), CAT (Chloramphenicol 
Acetyl transferase), pac (Puromycine Acetyl-Transferase) ou encore gpt 
(Xanthme Guanine Phosphoribosyl Transferase). D'une maniere generale, Ies 
genes de selection sonc connus de I'homme de Tan. 
15 Par elements necessaires a I'expression d'une sequence nucleotidique 

exocene dans une cellule bote, on entend I'ensemble des elements permettant sa 
transcription en ARN (ARN anti-sens ou ARNm) et la traduction d'un ARNm 
en proteine. Parmi ceux-ci, le promoteur revet une importance paniculiere. 11 
peut etre isoie d'un gene quelconque d'origine eucaryote ou meme virale et peut 
20 etre constitutif ou regulable. Alternaiivemeni, il peut s'agir du promoteur 
naiurel du gene en question. Par ailleurs, il peut etre modifie de maniere a 
ameliorer Tactivite promotrice, supprimer une region inhibiirice de la 
transcription, rendre un promoteur constitutif regulable ou vice versa, iniroduirc 

un site de restriction On peut mentionner, a titre d'exemplcs, Ies promoteurs 

25 viraux CMV (Cytomegalovirus), RSV (Rous Sarcoma Virus), du gene TK du 
virus HSV-1 , precoce du virus SV40 (Simian Virus 40), adenoviral MLP .... 
ou encore ies promoteurs eucaryotes des genes PGK (Phospho Glycerate kinase) 
murm ou humain, a 1 -antitrypsine (foie-spccifiquc), immunoglobuiincs 
(lymphocyte-specifique). 
30 Bien entendu, unc sequence nucleotidique exogene en usage dans la 



wo 97/44475 



PCT/FR97/0a882 



- 10 - 

presciue invention peut en outre comprendre des elements adduionnels 
necessaires a I'expression (sequence inironique, sequence signal, sequence de 
Icxaiisaiion nucleaire, sequence lerminatrice de la iranscnpuon, sue d' initiation 
de la traduction de type IRES ou autre....) ou encore a sa maintenance dans la 
5 cellule bote. De tels elements sont connus de I'homme de Tan. 

L'invention a egalement trait a une particule virale infectieuse ainsi qu'a 
une cellule hote eucaryote comprenant un vecteur adenoviral selon !' invention. 
Ladiic cellule hote est avantageusement une cellule de mammifere ei, de 
preference, une cellule humaine et peut comprendre ledit vecteur sous forine 
10 non iniegree ou egalement integree dans le genome. 11 peut s'agir d'une cellule 
primaire ou tumorale d'une origine hematopoietique (cellule souche toiipotente, 
leucocyte, lymphocyte, monocyte ou macrophage ...), musculaire, hepatique, 
epitheliale ou fibroblaste. 

Une particule virale infectieuse selon I'invention peut eire preparee selon 
15 toutc technique conventionnelle dans le domaine de Tan (Graham et Prevect, 
1991, supra), par exemple, par co-transfection d'un vecteur et d'un fragment 
adenoviral dans une cellule appropriee ou encore par le moyen d'un virus 
auxiliaire fournissant en trans les fonctions virales non fonctionnelles. II est 
egalement envisageable de generer le vecteur viral in vuro dans Escherichia coli 
20 f£. coh) par ligation ou encore recombinaison homologue (voir par exemple la 
demande frangaise 94 14470). 

L'mvention concerne egalement un procede de preparation d'une 
particule virale infectieuse comprenant un vecteur adenoviral selon I'invention, 
selon lequel : 

25 (i) on mtroduit ledit vecteur adenoviral dans une cellule de 

complementation capable de complementer en trans ledit vecteur, 
de maniere a obtenir une cellule de complementation transfectee, 
(ii) on cultive laditc cellule de complementation transfectee dans des 
conditions appropriees pour permcttre la production de ladile 
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pariicule virale infecueuse, et 
(ill) on recupere ladite particule virale iiifeciieuse dans la culture 
cellulaire. 

Bien entendu, la particule virale infectieuse peut eire recuperee du 
5 surnageant de culture mais egalement des cellules. Une des methodes 
couramment employee consiste a lyser les cellules par des cycles consecuiifs de 
congelation/decongelation pour recueillir les virions dans le surnageant de lyse. 
Selon un mode de realisation avantageux, on met en oeuvre (i) un vecteur 
adenoviral delete de tout ou panic des regions El et E3 a Texception des 
10 sequences recouvrant le gene codant pour la proteine IX, ei (ii) la cellule de 
complementation 293. 

L'invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique 
comprenant a litre d'agent therapeutique ou prophylactique, un vecteur 
adenoviral, une particule virale infectieuse ou une cellule hote eucaryote selon 
13 rmveniion en association avec un support acceptable d'un point de vue 
pharmaceutique. La composition selon l'invention est, en particulier, destinee 
au trattement preventif ou curatif de maladies lelles que : 

des maladies genetiques (hemophilie, mucoviscidose. diabete ou 
myopathie, celle de Duchene et de Becker...), 
20 - des cancers, comme ceux induits par des oncogenes ou des virus, 

des maladies virales, comme Thepatite B ou C et le SIDA 
(syndrome de rimmunodcficience acquise resultant de I'infeciion 
par le VIH), et 

des maladies virales recurrenies, comme les infections virales 
25 provoquees par le virus de I'herpes. 

Une composition pharmaceutique selon I'mvention peut etre fabriquee 
(tc maniere conventionnellc. En particulier, on associc une quantite 
therapeutiquement efficace de I'agent therapeutique ou prophylactique a un 
support tel qu'un diluant. Une composition selon l'invention peut ctrc 
30 admmistree par voie locale, systemique ou par aerosol, cn particulier par voie 
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iinragastrique, sous-cuiariee. intracardiaque. intramusculaire, intraveineusc. 
iinraperitoneale, intraiumorale inirapulmonaire, intranasale ou intratracheale. 
L'administration peui avoir lieu en dose unique ou repetee une ou plusicurs tois 
apres un certain delai d'intervalle. La voie d'administration et le dosage 
5 appropries varieni en fonciion de divers paramecres, par exemple, de Tindividu 
ou de la maladie a trailer ou encore du ou des gene(s) d'interet a transferer. En 
pariiculier, les particules virales selon Tinvention peuvent etre formulees sous 
forme de doses comprises entre 10' et 10'* ufp (unites formant des plages), 
avantageusement 10^ et 10^^ ufp et, de preference, 10^ ei 10^" ufp. La 
10 formulation peut egalement inclure un adjuvant ou un excipient acceptable d'un 
point de vue pharmaccutique. 

Enfin, la presente invention est relative a ('usage therapeutique ou 
prophylactique d'un vecteur adenoviral, d'une particule viralc infeciieuse ou 
d'une cellule hoie eucaryote selon Tinvention pour la preparation d'un 
15 medicament destine au traitement du corps humain ou animal par iherapie 
genique. Selon une premiere possibilite, ie medicament pcui etre administrc 
directement in vivo (par exemple par injection intraveineusc, dans une tumeur 
accessible, dans les pouinons par aerosol...). On peut cgalcmcnc adopter 
I'approche ex vivo qui consiste a prelever des cellules du patient (cellules 
20 souches de la moelle osseuse, lymphocytes du sang penphenque, cellules 
musculaires,..), de les transfecter ou infecter m vitro selon les techniques de 
Tart et de les readminister au patient. 

L'invcntion s'etcnd egalement a une methode de traiiemcnt scion laquelle 
on administre une quantite therapeutiquement efHcace d'un vecteur adenoviral, 
25 d'une particule virale ou d'une cellule bote eucaryote selon I'lnvention a un 
patient ayant besoin d'un tel traitement. 

La presente invention est plus completemeni decrite eti reference aux 
Figures suivantcs et a I'aide des exemples suivants. 

La Figure 1 est une representation schemanque du genome de Tadenovirus 
30 humain de type 5 (represcnte en unites arbitraires de 0 a 100), indiquani 
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remplacemeni des differenis genes. 

La Figure 2 est une representation schematique du vecteur adenoviral 
pTG5663 delete de la region El (remplacee par une cassette CMV promoieur - 
SV40 polyA) et des sequences codanc pour la proteine IX. 
5 La Figure 3 est une representation schematique du vecteur pTG8343 

comprenant I'exiremite 5* du genome de I'AdS deletee d'une partie de la region 
El (nt 459 a 3327). 

La Figure 4 est une representation schematique du vecteur adenoviral 
pTG5665 delete de la region El (remplacee par une cassette CMV promotcur - 
10 SV40 polyA) et de la region E3 (remplacee par les sequences codant pour la 
proteine IX en orientation sens). 

La Figure 5 est une representation schematique du vecteur adenoviral 
pTG5664 delete de la region El (remplacee par une cassette CMV promoteur - 
SV40 polyA) et de la region E3 (remplacee par les sequences codani pour la 
15 proicme IX en orientation antisens). 

La Figure 6 est une representation schematique du vecteur adenoviral 
pTG5668 delete de la region El (remplacee par une cassette CMV promoieur - 
gene [L2-SV40 polyA) et de la region E3 (remplacee par les sequences codant 
pour la proteine IX en orientation antisens). 
20 La Figure 7 est une representation schematique du vecteur adenoviral 

pTG5669 delete de la region El (remplacee par une cassette CMV promoteur ~ 
gene 1L2'SV40 polyA) et de la region E3 (remplacee par les sequences codant 
pour la proteine IX en orientation sens). 

25 EX EM P LES 

Les exemples suivants n'illustrent qu'un mode de realisation de la presentc 
mvention 

Les constaictions decriles ci-dessous sont realisees selon les teclmiques 
30 generates de genie genetiquc et de clonagc moleculaire, detaillees dans Maniatis ct 
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al , (1989, Laboratory Manual, Cold Spnny Harbor, Laboratory Press, Cold Spring 
Harbor, NY) ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit 
coniiuercial Les eiapes de clonage metiant en oeuvre des plasniides bacienens soni 
de preference realisees dans la souche E. coli BJ 5183 (Hanaban, 1983, J Mol 
5 Biol 166, 557-580). S'agissant de la reparation des sites de restriction, la technique 
employee consiste en un remplissage des extremues 5' protuberanies a I'aide du 
grand fragnnent de I'ADN polymerase I d*£. coli (Klenow). Les techniques 
d'amplification par PCR (Polynnerase Chain Reaction) sonl connues de Thomme de 
Fart (voir par exemple PCR Protocols - A guide to methods and applications, 1990, 

10 edite par Innts, Gelfand, Sninsky et While, Academic Press Inc) 

En ce qui concerne la blologie cellulaire, les cellules sont transfectees selon 
les techniques standards bien connues de I'homme du metier On peut citer la 
technique au phosphate de calcium (Maniatis et al , siipra)^ mais tout autre 
protocole peut egalement etre employe, tel que la technique au DEAE dextran, 

1 5 I'electroporation, les methodes basees sur les chocs osmotiques, la microinjection 
ou les methodes basees sur I'emploi de liposomes Quant aux conditions de culture, 
elles sonl classiques Dans les exemples qui suivent, on a recours a la lignee 
cellulaire 293 (Graham et al, 1977, supra , disponible a I'ATCC sous la reference 
CRL 1 573) II est eniendu que d'autres lignees cetlulaires peuvcnt etre utilisees 

20 Par adleurs, les fragments de genome adenoviral employes dans les difTerentes 

constaictions decntes ci-apres, sonl indiques preciscment selon leur position dans 
la sequence nucleotidique du genome de I'AdS telle que divulguee dans la banque 
de donnees Genebank sous la reference M73260, 

25 EXEMPLE 1 Cnnstruction d'un vecteur adenoviral dans lequel le gene 

rodnnt pour la proieine IX est deplace au niveau de in region 
El. 

A. Construction d'un vecteur adenoviral delete des sequences codant pour la 
30 proteinc pIX 
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On utilise tout d'abord le vecteur pTG6580 dont la construction est decrite 
dans la demande Internationale WO 94/28152 (exemple 2). Celui-ci comprend 
dans une structure p poly II (Lathe et aL, 1987, Gene 57, 193-201), t'lTR 5' 
et ia sequence d'encapsidation de rAd5 (nucleotides (iii) 1 a 458), le proinoteur 
5 MLP de i'adenovirus 2, un polylinker utilisable pour le clonage d'un gene 
d'interet, le signal de terminaison de la transcription du virus SV40 (nt 2543 a 
2618 du genome SV40 tel que divulgue dans Genbank sous ta reference J02400) 
suivis des sequences de TAdS allant des nt 4047 a 6241. Le fragment BanilU 
RstX] de pTG6580 porteur des sequences poly A SV40 et adenovirales (nt 4047 

10 a environ 4790) est purifie et iniroduit dans le vecteur pTG5623 prealablemeni 
digere par ces memes enzymes. Cc dernier dtffere de pTG6580 en ce qu'il 
comprend le promoteur CMV (Thomsen et al., 1984. Proc. Natl. Acad. Set. 
USA, Sy, 659-663) a ia place du MLP et les sequences Ad5 des nucleotides 
3328 a 5788 au lieu du fragment 4047 a 6241, On obtieni pTG5654 qui porte 

15 les sequences Ad5 1 a 458, le promoteur CMV, le polylinker, le poly A de 
SV40 ei les sequences Ad5 4047 a 5788 depourvues du gene codan: pour la 
proteine IX. 

Puis on construit un adenovirus El pIX' par recombinaison liomoiogue. On 
utilise a cet effet le vecteur pTG3602 qui resulte du clonage du genome de 1' Ad5 

20 dans le p poly II (decrit dans la demande frangaise 94 14470 ; exemple 1). Les 
cellules £. coU BJ5183 sont cocransformees par le fragment Pad ct BsfEW de 
pTG5654 et le vecteur pTG3602 linearise par Clal pour generer pTG5663 
(Figure 2). Celui-ci correspond aux sequences Ad5 deletees de la region El et 
du gene codant pour la proteine IX et comprend a leur place la cassette 

25 promoteur CMV, polylinker et poly A de SV40. 

B. Clonage du gene codani pour la proteine plX au niveau de la region E3 
d'un vecteur adenoviral. 
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On part du vecteur pTG8343 lequcl provient de I'insertioii dans p poly II 
d'une partie de rextretnite 5* du genome dc I'AdS, a savoir les sequences 
s eiendant des nucleotides 1 a 458 ei 3328 a 5788 (Figure 3). On purific dc ce 
dernier le fragmeni BglU-BssHW porteur des sequences pIX (ni 3328 a 4105). 

5 Apres action de la Klenow pour rendre les exiremiies franches, il est iiisere dans 
le sue BglW (egalemenc traite a la Klenow) du vecteur pTG4664 decrit dans la 
demande fran^aise 95 08946. A litre indicatif, ce dernier comporte le fragment 
adenoviral Kpnl-Hpal (nt 25838 a 32004) delete de la majorite de la region E3 
Un 27871 a 30748). On obtient les vecteurs pTG5659 et pTG5660 selon 

10 ronentatton du gene pIX. 

Le gene pIX est integre dans un contexte adenoviral par recombinaison 
homotogue dans la souche BJ5183 cotransformee avec le vecteur pTG5663 clive 
par Sfrl et le fragment Apa) de pTG5659 ou pTG5660, pour donner 
respectivement pTG5665 ou pTG5664 (Figures 4 et 5). 

15 Apres iransfection dans la lignee 293, on obtient des virus indiquant que 

la sequence pIX est fonctionnelle hors de son contexte genoinique. 

EXFiVfPLE 2 Constmciion d'lm vecteur adenoviral recombinant comprcnant 
iin L^ene codant nour une cytokine a la place de la rei^ion E 1 et 
20 celui codant pour la proteine IX a la place de la reeion E3 

Le clonage de la sequence ADNc codant pour riL-2 a ete initialement publiee 
par Taniguchi et al (1983. Nature 302, 305) Les sequences codant pour riL-2 
humaine sont isolees des vecteurs dc Tart anterieur par les techniques 
25 convcntionnelles de la biologic moleculaire (par exemple pTG26 dccril dans la 
demande fran<;aise 85 09480) L'hommc du metier est en mesure de L^enerer des 
amorces PGR adequates mcluant des sites de restriction approprics 

Les sequences IL-2 munies de sites francs a chaque extremiie sont inserees 
dans ic vecteur pTG5664 dive par Bgfll el traite par la Klenow, pour donner 
30 pTG5662 Ce dernier comporte les sequences Ad5 i a 458 suivies de la cassette 
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"promoteur CMV, gene lL-2 humain et poly A SV40" et du fragment adenoviral 
4047 a 5788 On genere le vecteur pTG5667 par recombmaison homologue dans 
la souche E. coli BJ5183 entre le vecteur pTGj602 Imeanse par Cla\ et le 
fragment Paci-Bs/Ell issii de pTG5662 Enfm, on procedc a une derniere etape de 
5 recombinaison homologue entre le vecteur pTG5667 clive par Sfrl et le fragment 
Apal obtenu de pTG5659 ou pTG5660. On obtient les vecteurs pTG5668 et 
pTG5669 (Figures 6 et 7) qui portent TITR 5', la region d'encapsidation de TAdS, 
la cassette d'expression de ITL-Z et les sequences adenovirals 4047 a 35935 
deletees de la region E3 a la place de laquelle est mtegre le gene codant pour la 

10 proieinc pIX. Ces deux vecteurs different par Ibrientation de ce dernier 

Apres transfection dans les cellules 293 sous forme de fragments Pad, on 
constitue un stock viral qui sera reparti en doses de 10** a 10'° pfu utilisables dans 
le cadre de traitement anti-cancereux Le litre peut etre determine par les 
techniques classiques comme la methode agar, et la presence de RCA recherchee 

1 5 selon la technique indiquee ci-apres. 

On a egalemeni construit un vecteur adenoviral dans lequel les sequences pIX 
ont ete iniegrees en orientation antisens en remplacement de la region E3 et 
comprenani au niveau de la deletion El le gene IFNy sous le controle du 
promoteur CMV Le gene IFNy peut etre isolc des plasmides de I'art anterieur (par 

20 exemple M 1 3TG05 ou pWTG4 1 decrits dans le brevet irangais S5 09225) et peut 
etre introduit dans le genome adenoviral par les techniques classiques de biologie 
moleculaire ou en remplacement du gene IL2 dans Ic vecteur precedent par 
recombinaison homologue On genere pTG6697 qui apres transfection dans la 
lignee de complementation 293, donne les particules virales AdTG6697 

-5 On verifie que les adenovirus recombinants soni aptes a secretcr le produit 

d'expression pour lequel ils codent Apres transduction de cellules cibles, les 
quantites d']L2 et d'lFNy secretees dans le surnageant de culture sont determinees 
par ELISA (kit Quantikine RD System, Minneapolis pour f IL-2 et kit IFNy-Easia. 
Mcdgenix, Fleurus Belgique pour TIFNy) 

30 Les cellules A549 (ATCC CCL-185) infeciees par AdTG5668 (moi - 100 

unites infectieuses (ui)/cellule) produisent 1 a 2 ug d'IL-2 / 10'' cellules / 48 h A 
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titre indlcatif, un vecteur adenoviral de premiere generation portant la nieme 
cassette d'expression mais dans lequel les sequences pIX sent dans leitr 
positionnement naturel produit des quaniites d*IL-2 comparables. De meme, les 
niveaux d'lFNy secretes par les cellules A549 infectees par AdTG6697 (nioi = 
5 100 ui/cellule) sent du meme ordre de grandeur. 

EXEMPLE 3 Recherche de particules virales replicatives 

Des cellules non permissives (incapables de complementation) et sensibles a 

10 ('infection par un adenovirus, comme par exemple les cellules A549 (ATCC 
CCL185) sent mises en culture et maintenues selon les conditions standards. 
Lorsqu'elles atteignent la confluence, le milieu de culture est elimine et remplace 
par un milieu contenant une dose de la preparation adenovirale a tester en 
respeciant une multiplicite d'infection (MOI) comprise enlre 1 et 10 (premier 

1 5 passage) Apres 90 min d'infection, le milieu est change et la culture poursuivie de 
maniere ciassique pendant une quinzaine de jours La presence de panicules virales 
replicatives est detectee par I'apparition d'effcis cytopathiques On procede a un 
nouveau passage sur cellules sensibles du lysat cellulaire recueilli apres le premier 
passage Pour ce faire, le culot cellulaire est soumis a deux cycles de congelation/ 

20 decongelation avant detre utilise pour infecter des cellules A4 59 fraiches. Apres 
90 minutes d'adsorption, la culture est remise dans du milieu frais et la cytopathie 
a nouveau observee pendant 6 a 8 jours. Une absence de cytopathie reflete une 
absence de particules virales replicatives dans la dose de virus destinee a etre 
adminisiree. Un temoin positif est constitue par une dose equivalenie de la 

25 preparation adenovirale contaminee par un virus sauvage Ad5 

II est egalement possible de detecter les RCA par PGR a partir de I'ADN isole 
dune dose de la preparation viralc a Taide d'amorces spccifiques de la region El, 
celle-ci eiani normalement absente des vecteurs adenoviraux L'amplificalion d'un 
fragment El specifique indiquc la presence de virus sauvages 
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Revendications 

1 Vecteur adenoviral defectif pour ia replication capable d'etre replique dans une 
cellule de complementation, qui derive du genome d'un adenoviais et 
5 comprenant une sequence homologue a une sequence integree dans ladite 

cellule de complementation, caracterise en ce qu'une partie au moins dc ladite 
sequence homologue est deplacee dans ledit vecteur adenoviral de maniere a 
etre localiseea un endroit different de son positionnement naturel dans ledit 
genome adenoviral. 

10 

2. Vecteur adenoviral selon la revendication 1, caracterise en ce que ladite 
partie au moms de la sequence homologue est deplacee dans ledit vecteur 
adenoviral de maniere a etre iocalisee en 3' d'un gene esseniiel a sa 
replication. 

15 

3. Vecteur adenoviral selon la revendication 2, caracterise en ce que ladite 
partie au moins de la sequence homologue est Iocalisee dans ledit vecteur 
adenoviral a la place de la region E3. 

20 4. Vecteur adenoviral selon i'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
que ladite partie au moins de la sequence homologue est constituee par le 
gene codant pour la proteine IX d'un adenovirus. 

5. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
25 qu'il derive du genome d'un adenovirus d'origine humaine, canine, aviatre, 

bovine, murine, ovme, porcme ou simienne ou encore d'un hybridc 
comprenant des fragments de genome adenoviral de differcntes ongmes. 

6. Vecteur adenoviral selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il derive 
30 du genome d'un adenovirus humain de type 5. 
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7. Vecceur adenoviral selon Tune des revendicaiions 1 a 6, caracterise en ce 
qu'il est au moins depourvu de tout ou panic de la region EI, 

8. Vecteur adenoviral selon la revendicaiion 7, caracterise en ce qii'il est en 
5 ouire depourvu de tout ou partie de la region E3- 

9. Vecteur adenoviral selon la revendication 7 ou 8, caracterise en ce qu*il est 
en outre depourvu de tout ou partie d'une ou piusieurs regions selectionnees 
parmi les regions E2, E4, LI, L2, L3, L4 et L5. 

10 

10. Vecteur adenoviral selon Tune des revendications 1 a 9, caracterise en ce 
qu'il comprend une sequence nucleotidique exogene piacee sous le controle 
des elements necessaires a son expression dans une cellule hote. 

15 11. Vecteur adenoviral selon la revendication 10, caracterise en ce que la 
sequence nucleotidique exogene est selectionnee parmi les genes codant pour 
une cytokme, un recepteur cellulaire ou nucleaire, un ligand, un facteur de 
coagulation, la proteine CFTR, I'insuline, la dystrophinc, une hormone de 
croissance» une enzyme, un inhibiteur d'enzymc, un polypeptide a effet anti- 

20 tumoral, un polypeptide capable d'inhiber une infection bacterienne, 

parasitaire ou virale et, notamment le VIH, un anticorps, une toxine, une 
immunotoxine et un marqueur. 

12. Particule virale infectieuse comprenant un vecteur adenoviral selon Tunc des 
25 revendications 1 a 11 . 

13. Cellule bote eucaryoie comprenant un vecteur adenoviral selon I'une des 
revendications 1 a 1 1 ou une particule virale infectieuse selon la 
revendication 12. 

30 
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14. Precede de preparation d'une particule virale iiitectieuse seloii la 
revendication 12, selon lequel ; 

(i) on iniroduit un vecieur adenoviral selon Tune dcs revendications 
1 a 1 1 dans une cellule de compleineniauon capable de 
complementer en trans ledit vecteur adenoviral pour obtenir une 
cellule de complementation transfectee ; 

(ii) on cultive ladite cellule de complementation transfectee dans des 
conditions appropriees pour permettre la production de ladite 
particule virale infectieuse ; et 

(iii) on recupere ladite particule virale infectieuse dans la culture 
cellulaire. 



15. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que (i) ledit vecteur 
adenoviral est delete de tout ou partie de la region El a I'exception des 
sequences recouvrant le gene codanc pour la proieine IX, de tout ou partic 
de la region E3 et comprend lesdites sequences codant pour la proteinc IX 

20 localisee a la place de la region E3 et (ii) ladite cellule de complementation 

esi la lignec 293. 

16. Composition pharmaceutique comprcnant un vecteur adenoviral selon Tune 
des revendications 1 a 11, une particule virale mfectieuse selon la 

25 revendication 12 ou obtenue en mettant en ocuvrc un procede dc preparation 

selon la revendication 14 ou 15 ou une cellule hoie eucaryotc scion la 
revendication 13, en association avec un support acceptable d'un point dc 
vue pharmaceutique. 



30 17. 



Usage therapeutique ou propliylactique d'un vecteur adenoviral selon Tune 
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des revendications 1 a 11, d'une panicule virale iiifectieusc scion la 
revendication 12 ou obtenue en nnettani en oeuvre un precede de preparation 
selon la revendication 14 ou 15 ou d'une cellule hoie eucaryoie selon la 
revendication 13, F>our la preparation d'un medicament destine an traitement 
5 du corps humain ou animal par therapie geniquc 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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33467, EcoRI, 
33459, Pad 



30624.Aflll 



29425,Apal 



27990,Xbal 
27569, EcoRl 
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